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双色荧光杂交芯片在检测 C YP 1A 1M P sI 基因多态性中的应用
’

梁戈玉 浦跃朴 尹立红

(东南大学公共卫生学院 江苏 南京 2 10009 )

摘要 目的
:

应用一种新的高通量 SN P检测方法
一

双 色荧光杂交芯片技术检测 C YIP IA M P sI 基因多态性
。

方法
:

收集江苏汉族人

群原发性肺癌患者 57 例和相应对照 77 例
,

应用双 色荧光杂交芯片技术检测 了 152 例样本的 C Y PI A I 基因 M Ps I 基因多态性
.

并

应 用 P C R
一

R FL P技术验证双 色荧光杂交芯片的特异性
。

结果
: 152 例样本的 C Y PI A I 塞因双色荧光杂交芯片技术分 型结 果与

P C R
一

R F L P 结果 完全相符
,

两种方法的基因型分型结果具有很好的一致性
。

结论
:
双色荧光杂交芯片技术是 一个高通量 SN P 检测

的良好工具
,

特异性高
,

在大规模人群 Ns P 筛检中具有良好的发展前景

关键词单核普酸多态性 ; 双色荧光杂交 ; C Y PI A I 基因
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基因多态性是指人类基因组中存在的基因序列的差异
,

单

核什酸多态性 ( S in g le N u e le o t id e p o ly m o pr h is m
,

SN P )是其中的

主要形式
。

SN P 分布广泛
,

估计整个人类基因组中共有 3 00 万

个以
_

L的 SN P ”̀ 。

SN P作为分子遗传标记
,

具有高密度
、

相对稳

定和易于检测的优势
,

因此在多基因疾病研究领域显示了巨大

的优势
。

随着人类基因组计划的进行
,

越来越多的研究者发现

一些 SN P 与肿瘤的易感性具有一定的相关性
。

从预防医学角

度
,

确定基因与肿瘤的易感性间的关系有助于进行个体化预

防
。

这需要对大量样木进行 SN P 分析
,

因此建立快速
、

准确和

高通址的 S N P 检测方法十分必要
。

目前现有的检测人类 SN P

位点的方法有 P C R
一

限制性片段长度多态性分析P( C R
一

er st cri
-

t io n F ra g m e n t L e n g th p o ly m o甲 h is m
,

p C R
一

R F L P )
、

PC R
一

单链构

像多态性分析 (p C R s in g le 一 s t ra n d C o n of mr a t io n p o ly m o 甲h is m
,

pC R
一

S SC p )等位基因特异性扩增 (A lle le s p e e i fi e A nr p lifi e a tio n ,

A S A )等
,

虽然在小规模人群中可 以有效进行 NS P 分析检测
,

但

是对于大址样木同时进行分型检测或者在大规模人群中进行

SN P 筛检
.

上述这些方法都存在局限性
,

显得费时费力
。

口前基

因芯片技术日益发展
,

它具有自动化
,

集成化和高速等特

此正被逐步广泛应用到基因序列差异性研究巾
。

双色荧光杂交

芯片是新近发展起来的一种基于 D N A 微阵列技术进行 SN P

分析的新方法
,

可以对大量样木进行同时分型
。

C Y P I A I 是非

常重要的细胞色素氧化酶
,

它主要编码芳烃烃化酶 ( AI {川
,

可

激活多环芳烃类 ( PA H ) 致癌物
,

形成酚类和环氧化合物
。

CY P I A I 基因是 目前被研究的最多的一个可能与肺癌易感性

相关的基因
。

木研究应用双色荧光杂交芯片技术原理对

C Y P IA I 基 l州 3
’

端非编码区 M s PI 酶识别的 380 l T ~ C 突变位

点进行了分析
,

井川传统 P C R
一

R F L P 方法加以验证
,

探讨双色

荧光杂交芯片技术在人群中筛选肺癌易感基因的可行性
。

材料与方法

1
.

1 研究对象

在南京市胸科医院
、

鼓楼医院
、

中大医院收集病理诊断明

确的原发性肺癌病例 75 例
,

男性占 74
.

7 % ( 56 例 )
,

女性 占

25
.

3% ( 19 例 )
,

平均年龄 62
.

2 岁
。

选择除呼吸系统疾病以外的

*
基金项口:国家自然科学基金( 30 17 0 7 9 1) ;

江苏省社会发展基金 ( BS 2 00 0 0 34 ) ;

江苏省高等学校研究生创新汁划资助项目( X M o 4
一

70)

作者简介
:
梁戈玉 ,( 19 7 6

一

), 女
,

博十
,

讲师
,

主要研究方向
:
肺癌相关环境基因组学 ;

E
· , n a il : lia n g g e y u

@ y a h o o
.

e o . n
.

e n ,

T e l : 13 8 5 17 20 16 5

通讯作者
:
浦跃朴教授

.

E
一

: 11 a il: y p p u
@

se u e d , , ` , 1

(收稿 日期 2 0 0 6
一

0 9
一

2 7 接受日期
: 2 0 0 6

一

10
·

2 3 )



生物医学进展 P o r方 e s sin Mo d n e rBio m ed i ein e6 V 2 0 0o l
.

6 No
.

1 2

非肿瘤同期住院患者 ” 例作为对照
,

其中男性占 70
.

1% ( 54

例 )
,

女性占 29
.

9% ( 23 例 )
,

平均年龄 61
.

1 岁
。

两组性别年龄分

布无显著性差异
。

1
.

2 基因多态性分析

1 2
.

1 ON A 提取

取静脉血 3m l
,

采用改良醋酸钠法侧提取基 l州组 D N A
。

l
,

2
.

2 双色荧光杂交芯片原理

双色荧光杂交芯片检测 SN P 的原理 IJI 是将含有所检测

S N P 位点的口的片段进行 PC R 扩增
,

扩增后的产物纯化井将

其打印在氨基修饰的玻片上
,

固定处理后与所含 SN P 位点相

匹配的荧光标记的探针进行杂交
,

最后进行扫描
。

针对目的

S N P木研究设计了两条 13 个碱基长度的寡核什酸探针
,

分别

用 c
y3 和 c

ys 进行荧光标记
。

经过杂交扫描后
,

可以看到野生

型和突变型样木分别获得一个较强的 c y 3 (绿色荧光 ) 或 c ys

(红色荧光 )
,

杂合型样木既可获得 c y 3 荧光又可获得 c y s 荧

光
.

经过叠加后能显示一个较强的
“

黄色
”

荧光
。

1
.

2
.

3 PC R 扩增引物和杂交探针的设计

根据 C Y P I A I 基 I大l序列运 J刊P r im e r s
.

0 软件设计 PC R 打
、

增 J月引物和杂交 J月探针 (表 l )
。

3 80 l Tl’ 和 3 80 lC C 分别与

c Y PI AI 基囚 M Ps I 酶切位点的野生型和突变型匹配
。

含有

c Y PI A I M Ps ! 多态性位点的部分基因序列 (表 2)
。

表 1 C Y PI A ! 的引物和探针序列

1
’

a b le 1 P r in l e r s a n d P r o b e s s e q吸一e n e e s o t
’

C Y I
)

I A I

C Y P I A I 序歹
I
J
中

s e q L. e n e e

引物 p r . n l e r s : . p s t er a m

d o w n s t r e a m

探针 P r o b e s 38 0 1 T T

3 8 0】C C

5
’ 一

A G ( j G A G G A A ( iA A (二A (二

G A (三
一

3
’

5
’ 一

T G A G G T G G G A G A A l
’

C

G r G
一

3
’

5
’ 一

C v 3
一

A C C T C C I
’

G G G C I
’

C

5
’ 一

C y s
一

A C C T C C C G G G C 丁C

*

带下划线字母表示待测的 S N P 位点

* T h e ! e t t e r s w 怪t h u n d e r l一n e 一n d ic a t e lo c a 】n l u t a t一o n o f S N P

1
.

2 4 P C R 扩增

C Y PI A I PC R 反应体积为 100
0 1

,

内含土
、

下游引物各

10 0Pm o l
.

2 00 ” M dN T P
,

M g C 12 1
.

s m M
,

1
’

a q 酶 5 1)
,

D N A 模板

2 50 , : g
。

扩增条 f牛为 95
`

C 预变性 s n l in
,

然后纤 30 次循环 ( 9 5
O

C

3 0 5
,

55
’

C 3 0 5
.

72℃ 3 0 5 )
,

然后 7 2
`

C 延 f l}1 7 m i: 1
、

妇
’

增产物 为

182b p
。

p C R 产物纯化后沉淀十燥
.

1容于点样缓钾1
,

液
「
1

1 。

!
.

2
.

5 样品微阵列的制备

用 Pi x s ys 55 00 点样仪将 PC R 产物点于制备好的氨基玻片

上
.

100℃热台迅速+ 燥
,

然后 4 00 m J 条件下紫外交联
,

85 ℃烘

Z h
。

表 2 C Y PI A I D N A 序列

[ a b le 2
.

D N A s e q u e n e e o f C Y P I A I

基因 G e n e
序歹,

1 5
’

~ 3
’

l )

S e q u e n c e s
’

~ 3
’

C Y P IA I

(
’

r 38 0 lC )

1 a e a a tc e t tc ta t te ta g e e tg e a tt g a g e tt g e a tg c rt g e a ta a g a g c t ta a g a a a c c

6 1 a t tg a tt ta a tgl a a ta g g g a a a a tt c ta a e c c a g g ta tc c a a a a a tg tg ta a g a a c a a c

12 1 ta e e tg a g e t a a a ta a a g a t a t tg t te a g a a a a tc e ta ta g g tg g a g a t t t t tt g a a tc a

18 1 ta a a tg a tt e a te a e te g t c ta a a ra c te a c e e tg a a c c c e a t tc tg tg t tg g g ttt ta c

2 4 1 tg ta g g g a g g a a g a a g a g g a g g ta g e a g tg a a g a g g tg ta g c c g e tg c a c t ta a g c a g tc

30 1 tg t t tg a g g g a e a a g a e te t a t t t t t tg a g a e a g g g te c c e a g g te a te e a g g c tg g a g t

3 6 1 g e a c tg g ta e e a tttt g t tt e a e tg t a a c c tc c a c e te e t g g g c tc a c a c g a t之c tc c c a

4 2 1 c c tc a g c c te tg a g ta g t tg g g g e e g e e a g a e g c e a e c a e a g e t t t t t t t t t t t t t t t t t

4 8 1 t t t ttt t tt g ta g a g a tg g g爵 t t e a e e a t g t tg c e e a g g e tg g te te a a a e te e tg a g c

5 4 1 t e a a g tg a te e a c e tg c e re ga e e te e e a a a g tg e tg g g a t ta e a g g e a t g a g a e a a g a c

60 1 te e ta a te a e tg tg e tg tc t ta g c g e c e tc tc ta a e t ta t c a c a a a t tg a

*

带下划线字母表示碱基变化位点

* T 11c Ie t r e r s w 一t h L一n d e r l一rl e 一 l d一e a t e rl l e Io c a t一。 一1 o f b a s e c ll a n g e

1
.

2石 杂交

点样玻片置 9 4
.

C 水浴 3 m ni
,

95 % 冰乙醇 1 05 后吹十
。

将

c y 3 和 e y s 荧光标 i己的探针 ( 1
.

s pm o l/ 。 I
J

)与杂交液按 3 :
l 混

合
,

加到点阵上
。

置人杂交箱避光交杂 37 ℃ 211
,

33 ℃ h2
。

杂交后

依次川 ZX S S C
一

0
.

1% S D S
,

0 2 X S SC
一

0
.

1% S D S 清洗玻片
1 ,

最后用

灭菌去离子水充分矛箭先玻片
.

吹十
。

] 2
.

7 图像扫描与数据处理

将玻片置人芯片分析系统
,

分别在 c },3 和 c y s波长下扫描

获得图像
.

图像经叠加后分析并判断基因型
。

C Y P IA I基因型

判断
:
绿色荧光 ( c y 3) 为野生型 ( T T )

,

红色荧光 ( c
ys )为突变型

( C C )
.

黄色 ( e y 3 和 c y s 叠加 )为杂合型 ( T C )

1
`

2
.

8 PC R
一

R F L P 方法验证实验

将 1 5 2 例样木全部川传统 I
,

C R
一

I之l
了

1 1
}

方法进行从 })J线哆分

型
,

井将双色荧光杂交芯片技术结果 与 PCI 之
一

{Il l P 结果进行比

较
。

C Y p I A I (M s p ! ) p C R
一

R F L I)

反应条了
`
1

: `

; }物 Ji` 歹I」为 5
’

一

C A G
’

I
’

(〕A A G A G G I
’

G T A G C C G C
’

f` 3
’ .

5
’ · ’

I
`

A ( ; (玉A G
’

I
`

C l
,

1
’

G T C T C A l
’

G C C T
一

3
’

; I
〕C R 打

’

增反应总体积 2 5 0 1
、

含了-

I〕N 八 7 s n g
、

d N I
’

P 2 0 0 门n o l/ l
、 `

Jl 物 各 25 p
, n 、、

l/l
、

M g c lZ

2
.

o m n l o l/,
、

I
,

a 闷酶 ,
.

5个单位
、

1 X B :』! 1七 r
,

打增 l之度为 3 4 ()b p
;
热

循 环条件 为 9 5℃ 预变性 s m in
,

然后经 3() 次 帕环 ( ()5
`

C

l m in
,

6 0 Co I n l in
,

7 2℃ I nr in )
,

最后 7 2Co 延伸 7 : 11 1, 1 ; l
,

(
’

I之 J击 物川

10 个单位的 M s p l 限制性内切酶 3 7℃ 11
,

i化 4 小 Jl
、

J
;川 3

.

`)
`
%

,

乃; l’

脂糖 (含 0
.

5 0 9 /
; n l E B )将酶切产物进行检 i则

.

f匕泳 J.
亏了一咚4像分

析仪 L观察并判断基因型 ; 当荃囚 型为纯合野生吧时 (
`

1 1)
,

则



扩增产物不能被消化
,

为 34 0b p ;如基因型为杂合子T( C) 时则为

14 0b P
、

200 bP 和 340 bP 三个片段 ; 基因型为纯合突变型 (C C )

时
,

则为 140 bP 和 2 00 bp 两个片段
。

2 结果

2
.

1 双色荧光杂交芯片技术与传统 P C R
一

R F L P技术对 C Y PI AI

进行基因分型的结果比较

C Y PI A I 基因 152 例样木应用传统 PC R
一

R日 P 枝术进行

分型并与双色荧光杂交芯片法进行对比
,

结果 (图 1 )
。

图 1 中

A 为 c Y PI A I 双色荧光杂交芯片结果
,

每个样重复 8 次
,

B 为

l
一

16 号样木 对应 的 P C R- R F L P 电泳 结果
,

其 中泳 道

3
,

6
,

7
,

8
,

12
,

13 为 C C 基因型图谱
.

泳道 l
,

2
,

9
,

10
,

11
,

14
,

15
,

16 为

C T 基因型图谱
,

泳道 4, 5为 TT 基因型图谱
,

M 为 10OPb M ar k
-

er
。

152 例样木 c Y PI A I 基因型双色荧光杂交芯片判断结果与

P C R
一

R F L P判断结果完全吻合 (表 3 )
。

17 18 19 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4 2 5 26 2 7 28 2 9 3 0 3 1 3 2

A( 》
1 0 1 1 12 1 3 1 4 1 5 1 6

14 0 1) P -

2 0 0 b P `

3 4 0 b P J

(B 》

图 I C 丫 l
,

l八 ! 芯片杂交结果及 P C R
一

l仆 LI
,

电泳结果对比

F ig u er 1 T h e er s u lt s o
f d

u a l
· e o lo r fl u o er se e n e e h y b r id iza t io n e h iP a n d e o rr e sP o n d in g g e l

e le e tor Ph o er to g r a m s o f P C R
一

R F L P o f C Y P IA I

表 3双色荧光杂交芯片技术与 P C R
一

R F L P 技术对 C即 I A I进行基因分型的结果比较

T a b le 3
.

C o m P a r e th e r e su lt s o f d u a l
一e o lo r fl u o er s e e n e e hy b r id iza t io n e h iP t o rh e er s u lt s o f PC R

·
R FLP in C Y P I A l g e n o ty P ill g

陀R
一

R FL P技术

l{ R
一

R F L P m et h o d

双色荧光杂交芯片技术

d u al
·

oc lo r fl u o esr ec n ec h yb ri d i以 io n e h iP m e ht o d

T f 下C C C

合汁

T o taJ

合计 T o ta l 巧 2

3 讨论

S N P 是指基因组内 D N A 中某一特定核昔酸位置上存在

转换
、

颠换
、

插人
、

缺失等变化
,

人类基因组平均每 5 00
一

100o Pb

就有 l 个 NS P 发生
。

人类大部分 Ns P是共有的
,

但在不同种群

中发生的频率不同
,

位于编码区和调控区的 Ns P 能够导致蛋

白功能性改变
,

对表型产生很大的影响
,

因此 SN P 可以被用来

阐明疾病的发病机制
。

目前普遍认为
,

SN P 是一个具有高度稳

定性的遗传标记
,

它决定了不同人群疾病易感性和药物治疗敏

感性的差异
,

已成为进行疾病预防和药物筛选的基础 圈
。

对

Ns P 的检测方法多种多样
.

传统的方法有限制性酶切片段长度

多态性R( F L P)
、

单链构象多态性 (s SC P)
、

等位基因特异性扩增

(A S A )等
。

这些技术虽在某种程度上能完成对 SN P 的检测
,

但

应用上也有些不足
。

R F L P 是日前最常用 Ns P 检测方法
.

该法

通过限制性内切酶识别 D N A 序列上的特异位点
.

然后通过电

泳后图谱中不同长度的片段来判断基因型
。

虽然该法较为廉

价
,

也无需特殊的仪器
,

但是它的应川受到 S N P 突变位点前后

序列的限制
,

因为并不是所有的 SN P 突变都造成酶切位点的

改变
,

在天然的 SN P 突变中大约只有一半能别限制性内切酶

所识别
。

此外
,

有些限制性内切酶较为稀有
,

不易获得
,

会造成

检测成木大为提高
。

SS C P 的原理是当单链上某一碱基发生改

变时会影响该链的构象
,

可通过非变性凝胶电泳进行分离
。



S S C P 较适合 150
一

5 4O bp 片段 S P N位点的检测
,

检出率可达

90 %
。

但是
,

该法结果所受影响因素众多
,

如电泳温度
、

凝胶浓

度等均可影响其灵敏度
,

因而此法需要一个额外的电泳装置以

维持其电泳时的温度
。

A SA 最早在 1989 年由N e州 o n 等 “ l建

立
,

主要是根据突变位点设计两个 3
’

末端不同的引物
,

分别与

正常 D N A 和突变 D N A 碱基互补
,

应用时加人这两种引物之

一与互补端引物同时进行两个平行 CP R
,

通过 P C R 反应产物

判断基因型
。

此方法是基于耐热 T qa ND A 聚合酶缺乏 3
’

一 5
’

外切校正活性的特点进行设计的
。

基木原理是
,

引物 3
’

端的特

异碱基分别互补于野生型和突变型等位基因的相对碱基
.

若此

碱基对形成错配
,

链延伸反应就会因 3
’ ,

5
’ 一

磷酸二醋键形成障

碍而受阻
。

该法虽省了酶切步骤
,

但是每个样木需要两步 PC R

反应
,

而且该法的检出率依赖于反应条件的优化
。

综上所述
,

目

前所应用的Ns P 检测方法中
,

有些检测过程较为繁琐
,

有些影

响因素较多
,

因此不适合大规模人群的高通量的检测
。

近十年来
,

基因芯片技术在各研究领域中发展迅速并初步

得以应用
,

该技术工作原理是应用已知核酸序列作为探针与互

补的靶核什酸序列杂交
,

通过随后的信号检测进行分析
,

从而

检测特定基因I,.81
。

基因芯片技术具有高通量
.

高灵敏度
,

快速自

动等特点
,

可以高效地大规模获取相关生物信息
。

目前基因芯

片技术在 SN P 的检测应用中主要分为两种
,

一个是对一个研

究对象的若干各位点同时进行分析
,

一个是对大量样研究对象

的同一个位点进行分析
。

在肿瘤易感基因的研究中需要的是后

一种技术
,

双色荧光杂交芯片技术即是在针对此新开发的一种

用于对大样木同时进行分析的高通量检测工具
。

C Y PI AI 是

C Y P4 50 家族的主要成员
,

在外源性化学物质的氧化代谢方面

起着重要的作用
,

许多化学物质经过 C Y PI A I 的氧化作用后毒

性增强
,

如多环芳烃类 ( PA H )可通过 C Y PI A I 代谢激活具有致

癌活性
。

以H 广泛存在于香烟烟气和污染的空气中
.

是肺癌的

主要致病因素之一
。

C Y PI A I 基因位于 15q 22
一

q 24
.

含 7个外显

子和 6 个内含子
。

C Y PI A I 基因 3
’

端非编码区存在 M s PI 酶识

别的 3 80l T , C 突变
,

突变型个体酶诱导活性显著高于野生型voll

目前许多研究表明M s PI 多态性可能与肺癌易感性有关
,

其作

为遗传易感性的重要指标日益受到重视`协川 。

木次研究中
,

我们

运用双色荧光杂交芯片技术在对 152 例肺癌和对照样木检测

了 e v P一A 一M s p l 多态性位点
,

并应用 pC R
一

R F L p 技术对其结

果进行验证
,

结果表明 152 例样木的 C Y PI A I 基因双色荧光杂

交芯片技术分型结果与 P C R
一

R F L P结果完全相符
.

两种方法的

基因型分型结果具有很好的一致性
。

此结果证实双色荧光杂交

芯片技术法具有很高的特异性和准确度
,

可以替代传统

P C R- R F L P方法进行基因型检测
。

该方法最主要的优点是高通

址
,

可以同时分析上千个样品的基因型
,

增强了效率
。

该法在样

品制备和数据分析上都相对简单
,

只需要一个 P C R 和一个杂

交过程
,

最后扫描后数据处理和分析也并不复杂
。

该法的另一

优点是该法的设计思路可广泛用于其它 SN P 点突变研究
,

与

P C R
一

RF L P相比没有酶切特异性序列的限制
,

因此木法对于普

及 Ns P 位点的检测具有重要意义
。

此外
,

该法成本相对较低
,

虽然荧光标记的探针价格较为昂贵
,

但是仅仅需要少址的探针

就能对成千上万个样品进行分型
.

因此
,

样品越多其成木越低
。

该法的缺点是需要特定的杂交仪器和芯片扫描仪器才能进行

试验
。

此外
,

在目前芯片技术并不是十分完善和自动化程度较

低的情况下
,

该法并不十分节省时间
。

但随着芯片技术的日趋

成熟及其操作的日益自动化和简单化
.

该技术必将在大规模人

群 SN P 筛检中具有良好的应用前景
。
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